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摘   要

儘管醫藥科技不斷進步，老化仍是人類難以避免的過程。敝人一向對研究老年醫學及老化機制極感興趣，這次十分榮幸接受國家衛生研究院（NHRI）之獎助，至美國肯塔基州路易威爾大學（University of Louisville）醫學院生化與分子生物學部Dr. Eugenia Wang 的實驗室進行研究訓練。目的在學習各種實驗方法來研究與人類長壽相關的遺傳基因，及其在老化過程中之表現機轉。在兩年半的訓練過程中，不僅學到了分子生物學及生化學之實驗室基本操作如細胞培養、動物組織取樣及保存，核糖核酸（RNA/DNA）之萃取, RT-PCR 等技術；還參與分子序列微矩陣（microarrays）又稱生物基因晶片（biochip）的製作流程，以及生命科學中各類資料的整理與分析。Dr. Wang 的訓練嚴謹，要求嚴格，讓我吃不少苦，但也打下紮實的基礎。人類基因體（Human Genome）已完成定序與定位，使生物醫學的研究進入新紀元，基因功能的檢測與分析動輒數以千計。個人埋首，單打獨鬥的時代已經過去，「後基因體」年代（Post-Genomic Era）講求團隊合作，資源交流及成果共享。敝人將致力於老化機轉與長壽基因之研究，結合分子生物科技與臨床醫學應用，為國內老年醫學貢獻心力，竭盡所學。並向國內外相關研究單位或實驗室請益，交換心得，擴大視野，共同為人類謀求健康而長壽的生活而努力。
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研究老年醫學及長壽基因分析

1、 研究背景

人類對於長壽一直有一份憧憬，總希望能活得久一點。事實上隨著醫藥科技的進步，及公共衛生的改善，人類的壽命確實不斷延長。在已開發國家中，百歲人瑞級的高齡者數目正以每年百分之八的速率快速增加，老年醫學研究成為各學術界重視的課題。包括生物醫學領域的學者們，一致認為「活得久，也要活得好」。然而儘管醫藥、科技隨時在更新進步，身體功能的老化仍是人類無法避免的過程，只是每個人快慢不同。許多觀察研究發現，特別高齡的老年族群（九十歲以上甚至超過一百歲）似乎豁免了一些主要與老年相關的慢性疾病，譬如心血管與腦血管疾病，老年失智症及癌症等；或是這些慢性病很晚才出現，病程的發生與進展被壓縮到生命的最終點。這些高齡老人大多保有基本的日常生活功能，還能照顧自己，非常難得。是什麼因素讓這群高齡者活得久又活得好，而且長壽還有家族性。除了生活習慣及外在環境外，基因遺傳的因素更值得我們注意與關切。

敝人一向對研究老年醫學及老化機制極感興趣，參與本院老年醫學小組共同投入老年醫學研究已有多年。在前主任秘書黃孝鏘醫師的整合領導下，主要負責老年人身體機能的評估，著重生理健康狀態與器官功能檢查。同時與國內外研究機構互相合作，如前「台灣省家庭計畫研究所」今屬行政院衛生署國民健康局，以及加拿大McGill 大學附屬醫院之老年研究中心，從民國87年7月就開始合作研究。先後訪視了台中縣市七個長壽家族，以及台灣中北部高齡老人和其兄弟姊妹，並採集血樣進行生化及分子生物學的分析。因為彼此間已建立良好之合作基礎，當原McGill 大學附屬醫院之老年研究中心的主持人Dr. Eugenia Wang 接受美國肯塔基州Louisville大學禮聘至生化與分子生物學部擔任專任教授與老年研究之領導人時，即提供本院老年醫學小組成員研究訓練的機會。適逢國家衛生研究院提出「醫師研究獎助」計畫，鼓勵臨床主治醫師從事基礎醫學研究。敝人十分榮幸被本院推薦，並獲選接受國家衛生研究院之獎助，於民國89年12月至美國肯塔基州Louisville大學生化與分子生物學部Dr. Eugenia Wang 的實驗室進行全時間研究訓練。

2、 研究目的

藉由這次機會在Dr. Eugenia Wang 的實驗室接受嚴格的研究訓練，目的不僅在學習各種實驗技術與方法來研究與人類長壽相關的遺傳基因，及其在老化過程中之表現機轉；並且吸取國際水準實驗室及研究學者之經驗，從實驗設計、個案選取、樣本採集、實驗操作過程與結果判讀，資料統計與分析，以及論文撰寫等；讓我了解到如何設立一個標準的實驗室環境，和如何發展一個結合老年醫學與分子生物學的研究系統。我們關注的研究對象是世居台灣本土的長壽老人及其家族，包括兄弟姊妹及子孫。目標朝著前瞻性的世代研究來進行，希望能建立台灣本土特有的長壽基因之研究基礎，累積經驗並且與國內外相關研究單位互相交流。

目前國際間有關老化與長壽的研究包括下列主題：（一）熱量攝取的限制。動物實驗廣泛證實若在幼年期減少熱量攝取（約減少百分之十五至二十），可以有意義地延長個體壽命並且延後或減緩老化過程。熱量限制與壽命延長之間的關係，已知是經由基因調節新陳代謝引發連鎖反應，細節仍在深入研究中。（二）細胞凋零（apoptosis）的過程與機轉。每一個細胞都有一定的生命時程，而且受許多基因調節機轉控制著。有些基因調控細胞對各種壓力（stress）的反應，有些基因負責對營養狀態的感受能力；有些會增加細胞新陳代謝的耐量，或是安定那些會加速老化的基因，來達成延長壽命的目的。然而當細胞逐漸老化，有一群基因會引導操控一種主動的、有計畫的細胞自然死亡，稱為細胞凋零（apoptosis）。參與細胞凋零過程的基因群主要有兩組：一組會加速細胞死亡，如caspase gene family, 另一組則抑制細胞死亡，如 Bcl-2 family。身體正常時兩組分工合作達成平衡，排除老化或多餘的細胞，來幫助體內維持恆定狀態。一旦基因發生變異，細胞自然凋零的機制失去平衡，如果加速細胞死亡那組基因功能強過抑制細胞死亡那組基因，那麼細胞老化及死亡的過程就會加快，壽命則減短。反之，若抑制細胞死亡那組基因功能較強，或是加速細胞死亡那組基因功能受到阻礙，則細胞會停止或減慢死亡過程。譬如有些細胞會進入長眠狀態，稱為（senescence），以對抗凋零死亡。Senescence 是研究長壽基因的重點之一，科學家希望能多了解細胞進入長眠狀態的基因控制機轉，以及在延長壽命中所扮演的角色。不過Senescence若是發生在不正常細胞如惡性腫瘤細胞的話，則會產生癌症，這也是研究癌症相關基因的重要課題。（三）染色體端粒子（telomeres）的研究。端粒子是位於染色體終端的一小段基因加蛋白質的構造，會隨著每次細胞分裂而逐次縮短，它並可保護染色體的末端不被降解退化或與其他染色體融合而造成變異。許多實驗證明端粒子的縮短與細胞老化的過程有關。但也有研究發現一種端粒脢（telomerase）的酵素在生殖細胞或某些突變的細胞中被活化起來，阻止端粒子隨細胞分裂而縮短，造成細胞不斷分裂卻不會衰老死亡。端粒脢（telomerase）的活性與細胞長眠（senescence）及腫瘤形成的關係需要進一步探討。

3、 研究訓練過程

在Dr. Eugenia Wang 的實驗室兩年半的的訓練過程中，我很幸運地加入Dr. Eugenia Wang實驗室中的主要工作團隊－生物基因晶片（microarrays 又稱biochip）小組。基因晶片的製作與研究應用乃是目前世界先進生物科技之一，在一張不到5公分的薄膜晶片上，可承載數百至數千個基因產物，所進行的特殊實驗可以同時檢測這些上百甚至上千的基因。基因晶片的發展使得分子生物學研究向前跨進了一大步，不但縮短實驗的時間，節省大量的人力與物力；並將實驗結果影像化、數位化，以電腦軟體來分析比較，提高精確度與準確性。這也是一門新興的科技稱為「生物資訊」（Bio-informatics）。我所接受的研究訓練，與基因晶片的製作有密切的關係：

（1） 細胞株的培養

各種細胞株的培養對於生物醫學的研究非常重要。我首先培養的是老鼠纖維母細胞（Swiss mouse fibroblasts）叫做3T3 cells。它具有細胞長眠的特性，當細胞在培養皿中分裂達到飽和（稱之confluent）時，細胞便會靜止下來不再繼續分裂，若營養狀態供應足夠，3T3 cells 可以維持很久不變；假使將其中少許細胞分植到新的培養皿中加上培養液，它又會活化起來繼續分裂繁殖。第二種培養的細胞是人類白血病T型淋巴細胞（Human leukemia T lymphoid cells）叫做Jurket cell。我們知道人類的組織樣本取得不易，非常寶貴。所以大部分的實驗室會用培養的細胞株先進行體外試驗（In vitro），再決定是否進一步做活體試驗（In vivo）。這些細胞株的第一代都是由志願者（包括正常人或病患）所捐獻的，培養成功後便成為生物醫學研究的材料。在數代繁衍過程中，細胞有可能發生基因突變，或經人為有目的地轉化細胞，改變基因特性而產生新型的細胞株，如此可以擴大研究的層面與多樣性。

（2） 解剖動物，摘取動物組織並作冷凍處理與保存。因實驗需要，我必須從不同種的實驗室老鼠身上取得十種器官組織，包括腦、心臟、肺臟、胸腺組織、肝臟、脾臟、腎臟、淋巴節、骨骼肌，雄性的睪丸及前列腺，或是雌性的子宮加卵巢。這些組織在低溫無菌的環境被迅速取出老鼠體內，於新鮮的狀態下立即以液態氮冷凍保存，以免核酸分子（RNA&DNA）降解變性。因為我具有解剖學的基礎，與共同操作的夥伴合作無間，為Dr. Eugenia Wang 的實驗室儲存了大量的動物器官與組織，供應各種實驗所需。

（3） 從培養的細胞或冷凍的動物組織中萃取核糖核酸（Ribonucleic acid，簡稱RNA）。 RNA 分子非常不穩定，萃取RNA必須非常小心謹慎，整個過程一定要避免任何污染，預防核糖核酸分解脢（RN-ase）將RNA 破壞分解掉。在Dr. Eugenia Wang 實驗室採用的是TriZOL試劑法（TriZOL method）。首先將培養達到飽和的動物細胞過濾掉培養液，清洗後加入一定比例的TriZOL試劑，以滴定吸管將兩者混合均勻；或將先前急速冷凍的動物組織無菌切割成小塊，再加入一定比例的TriZOL試劑，以高速運轉的電動均質器（homogenizer）在低溫環境下將組織與TriZOL試劑混合均勻。接著利用化學分層與多次離心、沉澱、精鍊以及純化的過程，才能得到寶貴的RNA 分子。尤其是傳訊者RNA（messenger RNA） 的使用範圍很廣，經特殊方法標記（labeling）後，可以作為生物晶片測試基因表達程度的探針（probe）；或是經過反轉錄（reverse transcription）反應產生互補性DNA（complementary DNA 簡稱c-DNA）。cDNA乃是進行DNA 聚合脢鏈反應（Polymerase chain reaction簡稱PCR）中不可或缺的要素之一。

（4） 利用傳訊者RNA 分子進行反轉錄反應（reverse transcription，簡稱RT）。經過TriZOL 法萃取並純化後的RNA 分子為整體的RNA 分子（Total RNA），包含了核糖體RNA（Ribosome RNA）、搬運者RNA （Transfer RNA）以及傳訊者RNA（Messenger RNA）。其中只有傳訊者RNA能擔任反轉錄（reverse transcription）的工作，產生互補性DNA（complementary DNA 簡稱c-DNA）。簡單而言，反轉錄反應就是以傳訊者RNA為模板，選擇隨機或特定的引物（random primer or specific primer or Oligo-dT），加入dNTPs（dATP, dTTP, dCTP and dGTP）作材料，同時需要非常重要的反轉錄脢（Reverse transcriptase）來催化反應的進行，譬如M-MLV 就是一種常用的反轉錄脢。我曾經由反轉錄反應，合成各種組織的cDNA，包括老鼠的腦、心、肺、肝、腎、脾、胸腺、骨骼肌及纖維母細胞等，並應用於許多分子生物實驗，對研究團隊有相當的貢獻。

（5） DNA 聚合脢鏈反應（Polymerase chain reaction簡稱PCR）。在基因遺傳與其他分子生物學的研究上，PCR的技術已經被廣泛運用。我們在Dr. Eugenia Wang的實驗室中，利用PCR 的產物來製作基因晶片。首先針對想要研究的基因群，設計並選取適當的引物（primers），加上以下必需而重要的元素：1.從各種組織得到的cDNA分子作為複製的模板；2.複製DNA 所需的材料dNTPS；3. 觸發反應的酵素：DNA 聚合脢（DNA Polymerase），目前最通用的聚合脢就是Taq polymerase. 4. 提供PCR 最佳環境的緩衝液加上適當濃度的鉀離子與鎂離子。DNA 分子經PCR以等比級數複製增加，所得到的PCR產物稱之為amplicons，將上百成千的amplicons 純化並調整濃度後，打印到基因晶片的薄膜上，便可與想要偵測之標的物cDNA 進行雜交試驗（Hybridization）。結合成功的基因配對會在特殊染色下顯示出來，經過雷射掃瞄將影像數位化，再由特殊電腦程式進行分析、比較與統計。因為每一筆數位化的資料代表了數百甚至數千個基因，以個人憑肉眼判讀，紙筆計算根本不可能，不但耗時費力還容易出錯，絕對需要精密週延的電腦軟體來輔助。所以目前新興了一門當紅的學科稱為生物資訊（Bioinformatics），借重電腦科技快速有效率的特性，來幫助生物醫學界分析日新月異，數量龐大的實驗數據和結果。不僅結省時間及人力，也達到同步篩檢、品質一致的目的；避免了因時、地或其它條件不同而比較實驗結果所產生的偏差。

4、 研究心得與建議

（一）初步成果與發現

在Dr. Eugenia Wang 的實驗室已發展出非常穩定的方法，可同時自冷凍的動物組織或是新鮮的血液淋巴球細胞中提取DNA 及RNA（請參考附錄1）。我也學到此方法並特別熟練RNA 的萃取。我們曾將民國88年至89年間在台灣中北部收集到的長壽家族血液樣本與對照組的年輕族群血液樣本作仔細的比較，發現DNA、RNA、蛋白質及淋巴球細胞的質與量，並不因年齡高低而有顯著的差別；表示高齡老人仍具有高品質的遺傳因子，這對研究者是一大振奮。我們進一步發現高齡老人的血液淋巴球細胞中，caspase-1及caspase-3 的mRNA表現較強。Caspase 基因群乃是導引細胞凋零過程中不可或缺的一環，這項有趣的發現似乎與遺傳訊息的調節有關，值得我們進一步研究。以上的研究結果，已分別發表在國際知名的老年醫學雜誌，請參考附錄2 及附錄3。

至於長壽相關基因的分類，大致有以下幾種假說：

1. 直接導致老化的基因，例如p53。研究發現若提高p53 的活性將會降低癌症的發生率，但同時卻也加快生物體的老化速率。

2. 影響或導致老化相關疾病的基因。例如ApoEε4與老年失智症之一的阿茲海默症（Alzheimer’s disease）有密切關聯。

3. 有些基因能延長壽命至最大限度，並減緩老化過程。如類似果蠅體內的daf gene. 

4. 多形性的基因序位也會影響老化的速率。例如有些老化相關疾病如糖尿病不只由一處的基因變異造成，乃是由多處基因位點決定，並且影響程度高低不同。

5. 就算是同類與長壽相關的基因，在不同物種，影響壽命長短的程度也不同。

6. 有些基因會增加早年特殊疾病的發生率，如CF 基因相關於囊性纖維瘤（Cystic fibrosis），多數患者凋零於青春期，使個體壽命減短，未能達到老年。另外一種基因也是因為增加幼年期特殊疾病的危險性，使老化現象提早出現，而縮短壽命。譬如Werner’s gene 與Werner’s disease有關。

目前的老化學說認為，與老化相關的基因還涉及身體DNA 的複製與修補，以維持體細胞的恆定。由於細胞不斷受到內生性（endogenous）及外源性（exogenous）的物質刺激，持續地造成DNA 的損害，可能會影響DNA 的複製與轉錄，降低基因的活性，使細胞產生保護反應，以細胞凋零（apoptosis）或進入長眠狀態（senescence）來維持身體功能正常運行。但是若當基因修補時發生錯誤，或是受損的DNA 逕自進行複製與合併，則容易導致基因突變，增加罹患癌症或其他老年相關疾病的發生率。基因的研究也可以應用在表現型態較為複雜的老年相關疾病如阿茲海默症、巴金森氏症、骨質疏鬆症及糖尿病等等。評估這些複雜型的老年相關疾病必須考慮多基因的模式，勢將面臨更多的挑戰。

（二）未來的研究方向與目標

基因晶片技術的發展乃是生物醫學研究上的一大革新。自從西元2000年6月美國總統宣佈人類基因體（Human genome）初步完成定序與定位，直到今年4月正式圓滿達成基因體完整定序，使得生物醫學研究邁入後基因體時代（Post-genomic era）的新紀元。基因體的結構組成以及各個基因的位置名稱都成了共享的資源、公共的資訊，未來研究的方向將朝著發掘各個基因的功能與運作機制而努力。況且因為各家競爭激烈，尚待研究的基因又至少有三萬多，如何提昇實驗的速率和效率是非常重要的。基因晶片可幫助研究者同時分析比較數百或數千個基因，這些基因的名稱和基本結構及特性皆可從公開的基因體資料庫中查閱得知，我們只要將想要研究探測的標的組織或細胞中的RNA 提取出來，加以特殊標記並反轉錄成cDNA，然後與基因晶片上整批的基因分子進行雜交試驗。特殊表達的基因會形成雜合子（hybrid）而在特殊染色下表現強訊號而被偵測出，再利用電腦程式軟體呈現影像，轉化為數據以便於比較分析，進一步作資料統計。

敝人自覺非常榮幸能加入Dr. Eugenia Wang 實驗室的主力團隊－生物基因晶片團隊之中，雖然吃了不少苦，卻也收穫良多。即使我回到台灣，仍然與實驗室的伙伴們維持著合作關係與良好默契，他們依然視我為團隊的一份子。事實上，一個人埋頭苦思，單打獨鬥的研究時代已經過去；現代的科學研究講求團隊合作、資源交流與成果共享。國家衛生研究院獎助計畫的後三年，敝人將留在台中榮總家庭醫學科服務，並且持續研究工作。未來研究計畫的重點在於：

1. 繼續收集台灣地區長壽老人及其家族的個案，並同時從人群中收集個案作為對照組，經同意後採取血液樣本。先將新鮮血液淋巴球中的RNA萃取出來妥為保存（必須冷凍在攝氏-80度下），或將RNA 純化後反轉錄為cDNA較為穩定，以利隨時需要作PCR偵測特殊基因的表現。

2. 與Dr. Eugenia Wang 的實驗室維持長久合作關係。先前合作研究已累積有200多個研究樣本，我們將繼續同一系列研究，不斷累積研究個案，研究資源互相交流，擴大樣本數目使研究結果更利於統計分析，也提高可信度。成果共享一起發表於國際性的生物醫學科學雜誌，將有助於提昇本院的學術地位。

3. 向國內各研究單位多方請益，相互交換心得，並推動成立本土的生物基因晶片研究團隊。目前國內醫療學術單位僅有台大醫學院領導一組製作基因晶片的團隊；而商業公司製造供給基因晶片的技術仍未臻成熟。未來希望能集思廣益，各家學者交換經驗，因為基因晶片的製作成本很高，每一片都非常珍貴。而同樣重要的是基因晶片製作過程與實驗過程的品質管制與監控。每個過程皆是環環相扣，只要稍有疏忽失誤，就可能前功盡棄。每位參與過基因晶片團隊的人，都有寶貴的成功經驗與失敗教訓。應該拋開門戶之見，綜合大家所學，建立國內多功能的基因晶片製作團隊，不論在老年醫學、遺傳診斷、癌症基因檢測以及新藥研發方面，皆能各取所需，互為所用。如此才能提高國際競爭力，使我國的生物科技不落人後。
5、 結語
感謝國家衛生研究院提供如此難得的機會，及本院長官們苦心的栽培，讓我在臨床工作學習之外，還能到國際級的生化及分子生物學實驗室接受紮實的基礎醫學訓練，內心十分感激。特別感念已故前家醫科主任王玉潯醫師，由於他的大力推薦，加上與Dr. Eugenia Wang 多年合作所打下的研究基礎，使我一到美國Dr. Eugenia Wang 的實驗室，便能很快進入狀況。因為研究樣本是從台灣收集取得，研究伙伴也曾來過台灣一起實地工作，相處融洽，無溝通障礙；並且幸運地加入其主力團隊—基因晶片研究小組。然而Dr. Eugenia Wang 實驗室的水準相當高，研究經費多來自國家級的單位如美國國家衛生院（NIH），美國國家航空及太空總署（NASA）及美國國防部研究發展中心（DARPA）等；因此研究極為嚴謹，對實驗要求非常嚴格。我剛開始作實驗也曾屢敗屢戰，吃了不少苦，但也確實從根本學起，奠立良好的實驗基礎。路易威爾大學醫學院擁有全肯塔基州最豐富的醫療及學術資源，三家附屬的教學醫院皆為國家級醫學中心，彼此緊鄰、各有特色。其中路易威爾大學醫院以創傷（Trauma）急症醫療中心著名；猶太總醫院（Jewish General Hospital）的心肺醫學在全美國名列前茅，還完成全球首例人工心臟植入人體成功的創舉；此外

另一家諾頓醫學中心（Norton medical center）則以手部整型外科馳名，成功完成手移植而被國際媒體爭相報導。因此路易威爾大學醫學中心區儼然成為美國中部一大醫療重鎮。然而其臨床醫療每一部門都有堅強的學術研究作為後盾，臨床醫師與醫學院教授經常碰面熱烈討論，並不一定都在正式的會議上，有時午餐時間精采的意見交流，反而激發許多研究的點子。他們這種密切的互動與開放的討論令我印象深刻，非常值得我們學習。臨床與基礎結合，乃是現代醫學研究的潮流，兩者相輔相成。敝人將致力於老化機轉與長壽基因之研究，結合分子生物科技與臨床醫學應用，為國內老年醫學貢獻心力，竭盡所學。並向國內外相關研究單位或實驗室請益，交換心得，擴大視野，共同為人類謀求健康而長壽的生活而努力。
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